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　　　In　order　to　study　cell－mediated　immunity　in　chroni．c　liver．　diseases，1iver　antigens　were　prepared
from　normal　human　and　rat　livers　according　to　Meyer　zu皿BUschenfelde　and　Miescher’s　method，　and
ch母racterization　was　made．　Cell－mediated　immune　respons．es　to　the　anti．ge．ns　were　studied　using　the
leukQcyte　migr．ation　inhibition　test（LMT），　The　results　obtained　were　as　follows：
　　　1）Both　human　and　rat　liver　ant量gens　contained　several　components　with　a　molecular　weight　of
more　than　500，0000n　gel　electropho．resis．　These　antigens　resembled　serum　high　density王ipoprotein　in
lipld　composition．
　　　2）One　of　the．antigenic　components　was　found　to　be　characterist1c　o．f　the　Iiver．　It　was　also　shown
that　there　was　a　cross－reaction　between　human　and　rat　liver　antigens，　and　thus　no　species　specificity
was　noted．
　　　3）In　LMT　using　both　liver　antigens，　signi丘cant　migration　inhibitions　were　a1磁ost　con丘ned　to
chronic　active　hepatitis（CAH）．　Incidences　of　the　positive　reaetion　were　53．3％for　human　liver　antigen
and．48．0％for　rat　liver　antigen，　respectively，　A　signi丘cant　positive　correlation　was　found　between　indices
obtained　for　human　and　rat　liver　antigens（r＝0．69，　p＜0．005），　therefore　rat　antigen　may　be　used　for　the
test　in　place　of　human　liver　antige．n．
　　　4）It　was　recognized，　in　comparison　to　the　results　of　LMT　against　clinical　data，　that　LMT　was
asigni丘cant　immunological　indicat．or　for　progressive　liver　damage．
　　　5）Increasingly　and　signi丘cant　migration　inhibitions　on　LMT　with　liver　antigens　were　noted　in　HBs
or　HBe　an亡igen　positive　patients　than　in　the　negative　patients．　In　CAH，　however，　even　HBs　or　HBe
antigen　negative　p．atients　showed　m．arked　migrati．on　inhibitions．
　　　6）Asignificant　positive　correlation（r＝0．66，　p＜0．001）was　found　be亡ween　migration　indices　obtained
for　rat　liver　antigen　and　inactivated　HBs　antigen．
　　　From　these　results，　it　was　suggested　that　the　immunological　reaction　arisen　from　HB　virus　infection
was　in　parallel　with　immune　responses　to　liver　antigen　and　it　was　also　suggested　that　two　phenomena
were　possibly　associated．　　　　　　　（Receiv．ed　September　11，1978　and　accepted　December　11，1978）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　言
　　HB　virusの発見により肝炎の研究は飛躍的に進歩した
が，肝炎の発症および病変の慢性化過程においては，HB
virusに加え種々の免疫機序と．くに自己免疫機序の関与が
重要な意義を有すると考えられている．この観点、よりこれ
まで肝のmicr。someまたはmitochondria由来の数種
の肝抗原が報告されているが，近年Meyer　z．um　B贔．schen－
felde　and　Miescher1）により報告された肝細胞膜由来の
可溶性lipoproteinよりなる肝特異抗原が注目され，同抗
原に対する宿主免疫応答が病変形成との関係で追究されて
いる．しかしこの抗原の本態および病変形成，あるいは慢
性化過程における役割については，必ずしも一定の結論が
得られて．いない．
236
48（3） 菅　　肝抗原・HBs抗原に対する細胞性免疫応答 237
　本研究においては，ヒトおよびラヅト肝を用い肝抗原を
作製して，その組成および抗原性に基礎的吟味を加え，さ
らに各種肝疾患患者について本抗原および不活化HBs抗
原による白血球遊走阻止試験（以下LMT）を行い，両抗
原に対する免疫応答の関連性を明らかにすべく検討を進
めた．
2研究方法
2・1　対　　象
　札幌医科大学第一内科，道立北野病院に入院し，肝生検
で組織学的診断の確定した急性肝炎（AH）！7例，慢性活
動性肝炎（CAH）32例，慢性非活動性肝炎（CIH）19例，
肝硬変（LC）18例およびvQlunteer健康対照18例を対象
とした．
2・2　肝抗原の作製
　Meyer　zum　BUschenfelde　and　Miescher1）の方法に
準じて肝抗原を作製した．肝疾患以外で死亡した患者の死
後3時間以内に剖検で得られたヒト肝，およびWistar
三三ラット肝を生理的食塩水で潅流後小片にし，0．25M
sucroseで上清が透明になるまで4，5回洗猴したのち，等
量の0．25Msucr・seを加えPotter型，次いでVirtis型
homogenizerでhomogenateとした．これを日立超遠
心機（Rotor　RP　40）で105，000　g，60分間遠沈し，上清を
Sephadex　G－！00カラム（60ゆ×！．5　cm，0．1　M　tfis－HC／・
0．2MNaCl　bu晩r，　pH　8．0）によりゲル濾過し，280　n皿
で溶出曲線を作製し予備実験を施した結果において，第1
峰の立ちあがりの部分を肝抗原とした・以上の操作はすべ
て4。Cで行った．
　さらに対照抗原としてラット腎，瞬，肺の組織と心筋お
よび骨格筋を同様にhomogenateとし，105，000　gで60分
間遠沈して抽出液を作製した、これらの抗原はHartree2）
の方法で蛋白濃度を測定し，調整したのち不活化HBs抗
原と共にLMTおよびその他の免疫学的検索に供した．
2・3不活化HBs抗原の作製
　Vyas　6厩Z．3）の方法により作製された不活化HBs抗原
を，北海道赤十字血液センター伊藤碩侯博士より分与を受
けて使用した．
2・4　抗うット肝抗原血清の作製
　ラット肝抗原10mg／mZを等量のFreund’s　complete
adjuvantと混和し，！週ごと計5回家兎に皮内注射し，最
終注射後7日目に採血して抗血清を得た．抗血清はラット
血清で吸収し，血清蛋白成分との反応を完全に除去した後
i皿・nunodiffusionによる抗原分析に用いた．
2・5　肝抗原の分析
　ヒトおよびラット肝抗原5mg／m‘についてcellulose
acetate膜電気泳動分析を行うと共にSDS　polyacryl－
amide　gel電気泳動による分子量測定を行った．同時に
抗ヒト全血清，抗うット全血清を用い免疫電気泳動を行っ
た．またラット肝抗原をさらにSephadex　G－200カラム
（120．0×1．5cm，0．1　M　tris－HCI・0．2　M　NaCl　buffer，　pH
8．0）により分画した．
　さらにScanu　and　Edelstein4）の方法により脂質抽出
を図り，含有されている脂質を測定した．
2・6白血球遊走阻止試験（正MT）
　当教室今井らによる既報のClausen改良法5）により実
施した．患者末梢血12mZをheparinを加えて採血し，
5傷Dextranを加え，37℃CO2　incubator中に60分間
静置後1eukocyte　rick　fract1onを採取し，　Eagle’s　MEM
で3回忌條し試験管に抗原0．011nZ，白血球液0．04　m♂を
加え，CO2　incubator中に1時間艀治した．この白血球
抗原液をagarose－agar　mixed　gel内のwellにtripli－
catesとして入れ，18時間CO2　incubatorに心置した後
遊走面積を求め，抗原非添加群との比をとってmigration
index（MI）とした，以上の操作は無菌的に行った・な
お添加抗原濃度は500μg／mZ（終濃度100μ9／皿Z）に調整
した．
2・7　各種肝機能および血清反応因子の測定
　諸種肝機能検査，CRP，　RAは型のごとく施行し，電気
泳動による血清γ一giobulin　l直，　hapto910bin（Hp）6｝，　sero－
mucoid（Smc）7）およびRIA　kit（DainabQt＞にてα一feto－
protein（AFP）を測定した．　HB5抗原，同抗体はcounter
immunoelectrophoresis（CIEP）またはRIA法で，　HBe
抗原，同抗体はimmunod遜usion法で検出した．
2・8　体液性および細胞性免疫能の測定
　血清について各classのimmunoglobulinおよびβ・・
globulinをMancini法により測定した．非特異的細胞性
免疫能としては，末梢リンパ球数の算定，PPDおよび
Candida抗原による遅延型皮内反応を行った8）．
3成　　績
3・1　肝抗原の性状
　ヒトおよびラット肝homogenateの105，000　g遠沈後
上清のSephadex　G－100によるゲル濾過patternは
Fig．1（a）および（b）のように共に3峰性を示し，第1峰は
いずれもshoulderを形成した。この第1峰の立ち上がり
の部分を肝抗原としたが，ラット肝抗原をさらにSephadex
G－200でゲル濾過すると，溶出曲線はFig．1（c）のように
2峰性となり，分子量の異なる2成分から成ることがわ
かる．
　cellulose　acetate膜電気泳動ではヒトおよびラヅト肝
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抗原は共に原点に止まる分画と，ほぼβ一globulin分画に
渦動度を有する成分に分かれ，SDS　polyacrylamide　ge1
電気泳動では，ヒト肝抗原は7成分，ラット肝抗原は9成
分の分画に分離され，両抗原ともほとんどが分子量16万
以上の成分から成り，一部50万以上の成分も含まれる．
　抗ヒト全血清，抗うット全血清による免疫電気泳動では
albuminの混入が確認され，その他2，3の血清成分の微
量の混入が検出された．
　両抗原よりScanu　and　Edelsteinの方法4）により全脂
質を抽出しcholesterol，　triglyceride，　phospholipidの
含有量を測定すると，Table　1のように両抗原ともphos－
pholipidの含有量が多く，ヒト肝抗原では15．63μg／mg
pro亡ein，ラヅト肝抗原：では13．75μg／mg　proteinを示し
た．cholesteroVphospholipidのモル比はヒ1・肝抗原
Table　l　Lψ冠607アψo∫蕩。π（ゾ噛勧〃厩παη47櫓α’
　　　　　z加8プαη彦虐67z∫
　human　　　　　ra亡
1iver　antigen　　liver　antigen
0
　　　2〔〕　　　　40　　　　60　　　　BO　　　　τ00　　　　120　　　　140
　　　　　　　　　　　　　　　　ml　eluated
Gel旦1tration　patterns　on　Sephadex　G－1000f
human　liver　extract（a）and　rat　liver　extract
（b），and　on　Sephadex　G－2000f　the　first　peak
of　rat　liver　extract　eluated　through　Sephadex
G－100column（c）．
1）hospholipid
　　　（μ9／mg　Protein）
T．Cholestero1
　　　（μ9／mg　protein）
Triglyceride
　　　（μ9／mg　protein）
Cholesterol／
PhosphQlipid（μmoles）
15．63
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Fig．2　1mmunodiffusion　using　rabbit　anti－liver　antigen　ant量serum（Ab）．　The　liver　antigen　was
　　　　　prepared　frorn　the　fractions　corresponding　ascending　Parts　Qf　the　丘rst　peak　oh　Seph盆dex
　　　　　G－100gel　filtration　patterll　of　rat　liver　extract．＝（a）Peripheral　wells　contain　rat　liver　antigen
　　　　　（1），kidney（2），　spleen（3），　lung（4），　heart　rnuscle（5）and　skeletal　muscle　extracts（6）．（b＞Wells
　　　　　contain　first（1），　second（2）and　third　fraction（3）Qf　Sephadex　G－100　gel　filtration　of　rat　liver
　　　　　extract．（c）Wells　contain　rat　liver　antigen（R）and　human　liver　antigen（H）．
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0．35，ラット肝抗原0．43であった．
3・2　肝抗原の抗原性
　作製した抗うット肝抗原血清を用いて免疫化学的性状を
immunodiffusion法により検索すると，　Fig．2〔a）に示す
ようにラット肝抗原には少なくとも2本の沈降線が認めら
れ，内側の一本の沈降線はラット腎・肺・脾・骨格筋抽出
液の示す弱い沈降線と共通性があり，また外側の一本は肝
抗原と特徴的な強い沈降線であり，腎抽出液にはこれと
spurを形成する弱い沈降線がみられる．またラット肝の
Sephadex　G－100溶出各分画と反応させると，第！峰を形
成する分画（肝抗原部）のみと沈降線を示し（Fig．21b）），
さらにヒト肝およびラット肝抗原と反応させると後者との
間に強い沈降線が形成され，これはヒト肝抗原の弱い沈降
線にspur・verしており（Fig．2（c）），部分的共通抗原性
が認められた．しかしHBs抗原同抗体，　HBe抗原同抗体
と本抗原との間には沈降線は形成されなかった．
3・3肝抗原によるLMT
　ヒトおよびラット肝抗原はいずれも保存に対して不安定
で，抗原作製後1週間でその免疫活性の低下がみられるた
め，抗原作製後3日以内にLMTを行った．この場合両抗
原とも健康対照のMIの平均±3σ域の下限である0．81以
下をとり，それをLMT陽性とした・
　3・3・1　ヒト肝抗原によるLMT
　ヒト肝抗原を用いたLMTの成績をFig．3および
Table　2に示した、　CAHでは15例中8例（53．3％）に
LMT陽性を得，そのMIの平均±σは0．83±0．12であり
健康対照に比較して有意（p〈0．005）の低回を示した．し
MI
L2
かしAHでは7例中1例（MI　l　1．01±0．！0），　CIHは12例
中2例（MI：0．95±0．13），　LCは10例中1例（MI：0．92±
0．10）のみが陽性であっだ
　3・3・2ラット肝抗原によるLMT
　ラット肝抗原を用いたLMTの成績はFig．4および
Table　2に示した．　CAHにおいては25例中12例（48．0％）
にLMT陽性を得，そのMIは0．81±0．08であり健康対照
に比較して有意（p〈0，001）の低値を示した．AHでは11
例中1例（MI：0．95±0．08），　CIHでは10例中2例（ML
O・89±0・10），LCでは13例中2例（MI：0．91±0．08）が
LMT陽性であり，　CIHとLCは健康対照に比較して有
意（p＜0．01）の低値を示した．
　3・3・3両抗原によるLMTの関連性
　以上のヒトまたはラット肝抗原を用いるLMTにおい
て，同時に両抗原に対する反応を施行し得た18症例につ
Table　2　Mセαηαη45オαηdαr448寵α彦ガ。π｛ゾ7π忽ノーα彦∫oπ
　　　　　腕4α加ッα7』ガ。π∫んψα距04ガ∫8α3θ5．　Co’π一
　　　　　ρα2ゴ∫0πqブZ躍々06ツオ6ノπ⑲窃か0η加1一読0π
　　　　　彦85彦5”勧肱17ταηα加1アρα♂伽6rα漉忽8η5
DiseasesNo．　ofcases
HumanLiver
Antigen
　　　　　RatNo． of　　　　Livercases　　　　ARtigen
Acute　hepatitis　　7
Chronic　active　　　　　　　　　15　　　　hepatitis
Chronic　inactive　　　　　　　　　12　　　　hepatitis
Cirrhosis　of　　　　　　　　　10　　　　the　liver
Normal　contro1　8
1．01±0．10　　　　11　　　095±0．08
0．83±0．12　　　25　　　0．81±0．08
0，95±0．13　　　　10　　　0．89±0ユ0
092±0．10　　　　13　　　0．91±0．08
0，99±0．06　　　　11　　　1，02±0．07
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　　　　inhibition　test　using　human　liver　antigen．
　　　　（AH：acute　hepatitis，　CAH　l　chronic　active
　　　　hepatitis，　CIH＝chronic　inactive　hepatitis，
　　　　LC；cirrhosis　of　the　liver．）
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Fig．4　Migration　index（MI）in　leukocyte　migratioh
　　　　inhibition　test　usin9　「at　live「antigen’
　　　　（Abbreviations　l　see　legend　of　Fig．3）
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．いてMIの関係を．みると，　Fig．5のごとく両者間には相関
（r＝0．69，p＜0．005）が認められた．
　3・3・4腎抽出液による■MT
　肝．抗原の反応特．異性を検査すべく， ラット肝抗原と一部
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n＝18
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pく0．．005
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　　　　　　　　　　　　O，フ　　　0・8　　　0．9　　　1，0　　　1．1　MI
　　　　　　　　　　　　　　　　　　rat　liver　antigen
F正g．5　Correlation　between　migrati：on　indices　ob－
　　　　　　tained　for　human　and　rat　liver　antigens．
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F量g．6　Migration　index（MI）in　leukocyteエnigratiQn
　　　　　　inhibition　test　using　rat　kidney　extract．
　　 　　　（Abbreviations　l　see　legend　of　Fig．3）
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chronic　a．ctive　hepatitis
R8♂α扉。η5んψ∂θ加σ66／1ノ’65π髭∫〔ゾ♂α‘ん。のノ‘8〃．呂ガ9フ’α擁07z加1Lガδ露ガ072
彦85ψ諭ノzg伽6ノーαπ彦．ガ9θηα72．ぼ読廊認4α♂¢
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ali　cases
GOT ＜40u，． 40u．≦ tOtal GOT 〈40u． 40u．≦ total
LMT（＋）
LMT（一）
6
7
11
8
17
15
LMT（＋）
LMT（一）
：8　・
．26
15
37
23
63
tota1 13 19 32 tota1 34 52． 86
GPT く35u． 35u，≦ total GP．T ＜35u， 35u．≦ tot包1
LMT㈲
LMT（一）
2
5
15
10
17
15
LMT（＋）
LMT（一）
　4
24
19
39
23
63
tota1 7 25 32 tOta1 28 58 86
γ一glob． ＜1．5＊ 1．5≦ total γ一glob． ＜1．5 1．5≦ tOtal
LMT（＋）
LMT（一）
10
10
6
5
16
15
LMT（＋）
LMT（一）
！3
36
　9
23
22
5．9
tota1 20 11 31 tQta1 49 32 81
Hp ＜30＊ 30≦ total Hp 〈30 30≦ total
LMT（＋）
LMT（一）
4
2
10
13
14
15
LMT．（＋）
LMT（一）
7
14
13
39
20
53
tota1 6． 23 29 tQta1 21 52 73
βc1＊＊ ＜50＊ 50≦ ．to．tal β1， ＜50 50≦ total
LMT（＋）
LMT（一）
6
0
7
10
！3
10
LMT（＋）
LMT（一）
6
8
12
37
18
45
tota1 6 17 　23
＊mg／d♂
　　　　tQtaI
＊＊ 吹Dく0．05
14 49 63
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共通抗原性をもつラット腎抽出液を対照抗原としてLMT
を行い，その成績をFig．6に示した．施行した範囲内で
陽性を示したものはCAH　10例中1例のみであった．そ
のMIは0．94±0．09であり，同時に施行したラット肝抗原
によるLMTのMIに比較して有意（p〈0，001）の高値を
示した．
3・4肝抗原によるLMTと各種臨床検査成績との関係
　3・4・1　各種肝機能検査および血清反応因子との関係
　ヒトまたはラット肝抗原によるLMTを陽性群と陰性
群に分け，両層間に肝機能検査上特徴があるか否かを検討
すると，Table　3に示すように血清GOT，　GPTの変化
との間には関連性が見出せなかった．また表示はしてない
が，TTT，　ZTT，　SAP，　LAP，γ一GTPおよびICGの各値
との関連も認められなかった．
　さらにHp，　Smc，　AFP，　RA，　CRPおよびγ一globulin
値にはLMT陽性群と陰性群との間に差異はなかった．
　また治療による肝機能検査値の変化とラット肝抗原によ
Fig。7
阻
1．1
LO
0，9
0．8
0，
　　　　　before　　　　　　　　after
　　　　　treatment　　　　treatment
Changes　of　rnigration　indices　in　patients
with　liver　diseases　before　and　after　treat－
ment．　Leukocyte　Inigration　inhibition
tests　were　done　with　rat　l量ver　antigen，
るLMTの推移をFig，7に示した．1血清GOTおよび
GPTが治療により正常域に復帰した例，または治療前に
比較してその値が1／4以下に減少した例を改善例とする
と，肝機能改善をみた例は8例であった．うち4例はCAH
で他の4例はAH，　CIH，　LCであるが，　CAH　4例中3例
が治療前LMT陽性を示し，そのうち2例は肝機能の改善
と共にLMTは陰性化した．　CIHの例も同様に陰性化し
ており，全体としては8例中7例が肝機能の改善と共に
MI値の上昇がみられた．
　3・4・2　体液性および細胞性免疫能
　体液性免疫能の指標である各classのimmunoglobulin
値，β1c　globulin値をLMT陽性群と陰性群別にみると，
各classのimmunoglobulin値には差異はなかったが
LMT陽性率の高いCAH　23例についてβ1c　globulin値
を検討すると，Table　3のようにLMT陽性群51±39　mg／
d♂，LMT陰性群92±43　mg／d♂で，　LMT陽性群が有意
（p＜0．05）の呼値を示し，LMTとの関連性がうかがわ
れた，
　非特異的細胞性免疫能の指標としてPPDおよびCan－
dida皮内反応を行い，発赤直径10皿m以上を皮内反応陽
性としたが，LMT陽性群ではPPD皮内反応は523傷の
陽性，Candida皮内反応では41．1％の陽性を得た．しか
しLMT陰性群の陽性率（67．7％，48．3％）との値に大きい
差は見られなかった．同時に測定した末梢リンパ国遠にお
いても差異は認められなかった．
3・5　HBs抗原とそれに対する細胞性免疫応答
　3・5・1血中HBsおよびHBe抗原と肝抗原による
　　　　LMTの関係
　血中HBs抗原と肝抗原によるLMTの関係をTable　4
に示した．ヒト肝抗原を用いたLMTで陽性を示したの
は，血中HBs抗原陽性者では14例中6例（429勿），血中
HBs抗原陰性者では30例中6例（20．0傷）であった．ラッ
ト肝抗原によるLMTでは，血中HBs抗原陽性者26例
中12例（42．6％），血中HBs抗原陰性者33例中5例（152％）
Table　4R8♂磁0π読ψ加伽ε8π7郡占4欝げZωゐ0‘：y孟87ノβ恕rα彦’oη
勿乃四目アz’6露αノz4∫6ガ〃隠H85α目鼻♂π
antigen
hu皿anIiver
＼、、HBsAg
LMTヒ’＼＼
（＋）
（一）
rat
liver
（＋）
（一）
AH
（＋）　　（一）
0
！
1
5
0
2
1
8
CAH
（＋）　　（一）
5
5
3
2
10
10
2
3
CIH
（＋）　　（一）
0　　　2
0　　10
0
1
2
7
LC
（＋）　　（一）
1
2
0
7
2　　　0
1　　10
total
（＋）　　（一）
6　　　6
8　　24
12　　　5
14　　28
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それぞれが陽性を示した．対象の重複を避けて両抗原によ
るLMTの結果を合わせると，血中HBs抗原陽性者32例
中15例（42．9％），血中HBs抗原陰性者54口中9例（16．7％）
がLMT陽性となり，血中HBs抗原陽性群では陰性群に
比較してLMT陽性率が高い傾向α2＝9．12，　P＜0．005）を
認めた．しかしCAHでは血中HBs抗原陽性者24例中
13例（54，2傷），血中HBs抗原陰性者8例中4例（50．0傷）
にLMT陽性を得，血中HBs抗原の存在とLMTの間に
明確な関係はみられなかった．
　さらにHBe抗原との関係では，検索し得た39例につい
てはHBe抗原陽性者10例中7例（70．0傷），　HBe抗原陰
性者29例中9例（31．0勿）に陽性がみられ，HBe抗原陽性
者に高率にLMT陽性がみられた（P〈0．05）．しかしCAH
においてはHBe抗原陽性者9例中6例，　HBe抗原陰性
者11例中6例にLMT陽性がみられ，両老の間に有意な
差異は認められなかった．なおHBs抗体，　HBe抗体の存
在とLMTの間には有意の関係は認められなかった．
　3・5・2不活化HBs抗原によるLMT
　不活化HBs抗原500μ9／m1添加のLMTの結果を
Fig．8に示した．　AHにおいては4例中1例，　CAH　10例
中3例，CIH　7例中0例，　LC　4例中2例にLMT陽性を
得，健康対照においては8例中1例に陽性が得られた・各
群におけるMIはCAHにおいて0．86±0．10と最も三値
を示したが，この場合平均値としては健康対照の間に差は
認められなかった．
岡1
1．1
1．0
● ●
● o
●●● ● ●
●　●
● ●
● ●
● ●　● ●　●
怐@●
●●
● ●
● ● ●
●
● ●
ると，Fig．9に示すように正の相関（r＝0．66，　p＜0．001）を
認めた．
　さらにこれを両抗原によるLMT陽性，陰性別にまとめ
ると，Table　5のようにHBs抗原によるLMT陽性者
6例中3例は，同時に肝抗原によるLMT陽性であったの
に対し，HBs抗原によるLMT陰性者19例中肝抗原によ
るLMT陽性を示したものはわずか1例にすぎなかった．
またCAHについてみると，　HBs抗原によるLMT陽性
3例中2例が肝抗原によるLMT陽性を示し，一方HBs
抗原LMT陰性7例では1例のみ陽性であった．
　MI
邑1’2
葛．1
埜
B1，0
§
隠
．睾。・9
0，8
0．7
●　　　●
●　■
o．9
　　　　　　●●
．　㌔あ’8・
●　●・●　　　，．0．66
　　　　　●　●　　　　　　　　n＝25　　　■　　●　　　　　　　　　　　 pくO．001
　　　　　　　D．7　　　D．8　　　0．9　　　1．〔｝　　　1．1　　　1．2　HI
　　　　　　　　　　　　　　rat　liver　antig∈n
Fig．　g　Correlation　between　migration　indices　ob－
　　　　tained　for　rat　liver　antigen　and　inactivated
　　　　］日［Bs　antigen．
Table　5　R6♂αオガ。η5んゆ66彦τ＠6ピηノ層65配乙∫げ♂偬んocyオ8
　　　　　ノμ確1窃10η初ん伽彦ご。πオ6鉱ノ∂1層7・α彦Z加6r
　　　　　απ彦喀醜α7z♂初αc伽α‘84　HB∫α彫磐8π
LMT　with　rat　liver　antigen
0．8
0．7
LMT　w量th　　　all　patients　　　　　CAH
HB・antig・n，a、e　LMT薔『ca，e　LMT（．）
LMT（＋）
LMT（一）
6
19
3
！
3
7
2
1
0．6
　　　　　　　Control　　A　H　　　　CAH　　　CI 　　 L　C
Fig．8　Migration　index（MI）in　leukocyte　migration
　　　　inhibition　test　using　inactivated　HBs　antigen．
　　　　（Abbreviations＝see　legend　of　Fig．3）
　3・5・3肝抗原および不活化HBs抗原による
　　　　LMTの関係
　次にラット肝抗原と不活化HBs抗原によるLMTを同
時に施行し得た25例について，両反応のMIの関係をみ
4　考　　按
　肝炎の発症および慢性化過程に関与する免疫機序の一
面を明らかにすべく，Meyer　zum　B廿schenfelde　and
Miescher1）に準じて肝抗原を抽出してその基礎的分析を
行うと共に，各種肝疾患患者における本抗原に対する細胞
性免疫応答を調べ，臨床像，HBs抗原との関連性につい
て検討を加えた．
　肝組織抗原については，古くはD’Amelio　and　Perl－
mann9＞以来種々の成分が報告されているが，最近注目
されている代表的なものとしては，第1にMeyer　zum
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BUschenfelde　and　Miesclユer1＞の肝細胞膜特異抗原を挙
げねばならない．Meyer　zum　BUsche且felde　8厩♂．19）は
それに対する細胞性免疫応答を慢性肝腫炎や肝硬変患者にお
いて検出し，また家兎に注射して実験肝炎を作り10）自己
免疫現象が病態の持続進行に関与することを報告した．第
2はBerman　8’αZ．11）の方法により太田ら12）が抽出し
たラット不溶性肝細胞膜抗原であり，第3はFfavi　and
Lindemnann13）に始まりMihas　8‘α♂．14），　Arakawaピォ
磁15），Sugamura　and　Smith16）ぴこより検討されている
Fantigenである．
　本研究においては，ヒトおよびラット肝homogenate
よりMeyer　zum　B廿schenfelde　and　Miescher1）に準じ
て105，000g遠沈上清を作り，　Sephadex　G－100によりゲ
ル濾過し第！峰の立ち上りの部分を肝抗原とした．その性
状を調べると，分子量50万以上の成分を多く含むゲル電
気泳動的には不均一な分画で，phospholipid含量が比較
的多く，cholesteroレphospholipidモル上ヒはヒトでは0．35，
ラットでは0．43で，後者はColeman　8’α♂．17）のラット
肝細胞膜の値に近似している．また脂質／蛋白比は低いが，
脂質分画上からhigh　density　lipoprotein様であり，肝
細胞膜由来の可能性が大きい．
　Meyer　zum　BUschenfelde　and　Miescher1）の肝抗原
は分子：量100万のmacrolipoprotei且と19万のcy亡。－
Plasmic　proteinより成るがMcFarlane　8オαZ．18）は
phospholipid含有量が多い分子量40万ないし200万の
lipoproteinであるとしており，今回のゲル濾過分析結果
と類似している．しかしFantigenは脂質を含まず16）分
子量は4～8万である点，今回の方法とは抗原分画法も異
なり，分子量の分析結果からも本肝抗原とは異なる．
　その抗原性について検討し．たが，この場合収量の関係上
ラット肝抗原に対して抗血清を作り分析を施した．その結
果ラット肝抗原分画には各種臓器と共通する抗原と，血清
蛋白成分が少量に混在しているが，主成分は肝に特有の抗
原であった．また腎との間に部分的に共通性を有する部分
が含まれていることを明らかにした．McFarlane　8彦鳳18）
はヒト肝抗原は肝特異成分と，腎，脾，副腎など他臓器と
共通な抗原より成るとしている．それ以外には異種抗血清
を用いて免疫化学的に肝抗原を詳細に検討した報告がみら
れないので比較することはできないが，これまで用いられ
てきた肝抗原は，抗原組成上単一であるとは言い切れな
い，またこの抗血清を用いるとラット肝抗原はヒトのそれ
と交叉反応を示すことが見出された．これはOuchter互ony
法による性状ではあるが，種属特異的ではないと考えられ，
細胞性免疫反応を行うにさいしてヒト肝抗原の代りにラッ
ト肝抗原を使用し得る可能性を示唆する，
　白血球遊走阻止試験（LMT）によって肝抗原に対する反
応を調べると，ヒトおよびラット肝抗原によるLMTの
MI間には相関（r＝0．69，　P〈0．005）が認められ，ヒト肝抗
原の入手が難しいだけにラット肝抗原を以て代用し得る意
義は少くないと考える．
　そこで各種肝疾患における両抗原に対するLMTの成績
をみると，ヒトおよびラット肝抗原ともに陽性反応はほぼ
C Hに限られ，それぞれ62．5傷および50．0箔の陽性率を
示した．しかしラット肝抗原によるLMTのMIでみると，
対照に比較してCIH，　LCにおいても有意の低下が認めら
れた．Meyer　zuln　B鵬chenfelde　8砲♂．19）はSephadex
G－100第！峰を用いてLMTを行いCAHで85％，　LCで
42駕の陽性率を得，Miller銘α♂．20）はCAH　69％，　pri－
mary　biHary　cirrhosis（PBC）で50傷に陽性を得てい
る．また西邨21）はラット肝不溶性lipoprotein分画によ
るLMTでCAHの33弩，　LCの57％，　Smith　6オα1．22）
はヒト肝および胎児肝homogenateの20009上清を用い
たLMTでCAHの40勿，　PBC　46傷，　LC　14％の陽性成
績を得て報告している．今回の成績はCAHにおいてはこ
れらとほぼ一致しているが，LCにおける陽性率が低い．
この原因については抗原の差によるのか，あるいはLC症
例の tageなどの差によるのかは判然としないが，慢性
に肝細胞破壊が進行するCAHにおいて肝抗原による感作
状態が高率に検出されることは，その病態進展に免疫機序
が関与することと同時に，分画された肝抗原がその過程に
密接に関連していることを推測させる．
　次に肝抗原の臓器特異性に関しては，肝抗原が腎と部分
共通抗原性を有するところがら腎抽出液を用いてLMTを
試みた．その場合CAH　1例に陽性を認めるのみで，　CAH
におけるMIは対照に比較して有意差がなく，同時に施行
した肝抗原によるLMTのMIより有意に高かかった．こ
の点について著者と同様に太田ら12＞はラット腎抽出液に
より陽性成績を得られなかったとしている，一方Smith
寵α♂．22）は腎抽出液によるLMTは肝疾患でもrenal　tu－
bular　acidosisを伴う症例において陽性を示すと述べて
いる．本研究においては肝抗原と腎抽出液によるMI間に
は相関性は認められず，LMTを用いる限り両者の間の交
叉反応性は明らかでない，肝抗原は不均一組成を示すにも
かかわらず，臓器特異性が高いものと考えてよかろう．
　LMTの成績と各種肝機能検査および血清反応因子とを
比較すると，各因子との間には相関性を見出し難いが，た
だCAHにおいて治療に伴いGOT，　GPTが改善を示す
と共にMIが上昇して陰性化する例が多く，病態の活動性
をある程度反映するものと考えられた．肝機能とMIの間
には関連性がないという報告21）もあるが，LMTの施行
244 菅　　肝抗原・HBs抗原に対する細胞性免疫応答 札幌日誌1979
時期にも影響されると思われ，経過を追って観察する必要
がある．また患者の非特異的細胞性免疫能との間に関連性
を示す現象は見出し得なかったが，CAHにおいてLMT
陽性の場合にはβ1・globulinが減少する傾向があり，こ
のLMTと平行して補体の関与する免疫機序との関係が推
測される．したがって肝抗原によるLMTは肝炎の活動性
や予後を判定する上の免疫学的指標の1つとなりうるもの
と考えるが，むろんその免疫機序との関連についてはなお
検討が必要である．
　肝炎の免疫機序を解明する上には特異的な要因として
HB　virusの関与を考慮する必要がある．この点を明らか
にすべくHB　virusとLMTの成績の関連性を検討した
が，対象全体としてみると，血中HBs抗原陽性者につい
てはヒトおよびラット肝抗原によるLMT陽性率が高かっ
た，しかしCAHに限ってみると，血中HBs抗原陽性者
では24例中13例（54．2傷）においてLMT陽性であり，血
中HBs抗原陰性者では8例中4例（50．0％）がLMT陽性
であった・両群間にはむろん有意差を認めず，血中HBs
抗原の存在とLMTの間に明確な関連性は指摘し得な
かった．
　これについてMeyer　zum　BUschenfelde　6厩♂．23）は
CAH｝こおいて血中HBs抗原陽性者では4896，陰性者で
は70％にヒト肝抗原LMTが陽性であったとし，　Lee　6オ
αZ．24）はそれぞれ67％および46％であるとやや傾向の異
なる成績を報告している．なおHBs抗原の汚染度の高い
わが国においても，同様に相反する成績21・25）が報告され
ている．
　HBe抗原との関連についてはいまだに報告をみないが，
今回の研究においてはHBe抗原陽性者では！0例中7例
（70．0傷〉に，また同抗原陰性者では29上中9例（13．1勿）
に肝抗原LMT陽性例がみられ，両者間の関連性がうかが
われた．この場合にもHBs抗原と同様にCAHにおいて
はHBe抗原陰性群でもLMT陽性率が高く，同抗原陽性
群との間に差を認めなかった．この点は，HBs抗原，お
よびHBe抗原の血中出現と肝抗原LMT陽性化の時期
的なずれにも関連していると考えられるからHB　virus
感染との因果関係については一概に否定することはできな
い．CAHにおいては血中HBs抗原の存否にかかわらず
肝抗原による細胞性免疫応答が活発となり，このような現
象が前景に出てくるものと推測される．
　ここにおいて対象の一部についてではあるが，不活化
HBs抗原に対する細胞性免疫反応についても肝抗原とこ
れを同一レベルで対比すべくLMTにより観察し，その結
果HBs抗原LMT陽性者では6例中3例に，また陰性者
では19例中1例に肝抗原LMT陽性例を認め，さらに両
反応のMI間には相関（r＝0．66，　p〈0．001）が認められた．
川合・山本26）はリンパ球幼若化試験によってCAHでは
7例中4例で両抗原に対して陽性成績を示したとしている
が，今回はさらに多数例についてLMTによる両抗原の細
胞性免疫反応間の関連性を明らかにし得た．
　肝炎の慢性化過程に関連して，特に肝細胞膜を中心とす
る免疫反応との関わりが注目されてきたが，その場合研究
の動向は主としてHB　virusの存在とそれが関連する細
胞性免疫機序へと向け追究されている．その考え方の1つ
としてEddleston　and　Williams27）の仮説が提唱されて
いるが，HB　virusの感染により肝細胞膜表面にvirus
関連抗原が形成され，それに対してT細胞が感作されて
細胞破壊の引き金になるという．またEdgington　and
Chisari28）はvirus感染ケこ伴って肝細胞表面にはvirus蛋
白，肝細胞膜蛋白およびこれらの修飾蛋白が存在している
と考え，virus蛋白としてHBs抗原，あるいはその一部が
膜構造物質内に組み込まれたものを想定している．すなわ
ちこのような肝細胞膜の変化に対してTlymphocyte
mediated　cytotQxicity，　antibody　dependent　comple－
ment　mediated　cytQlysisなどの機序が作動して肝細胞
膜破壊が起こるのであろうと推論している．
　今回用いた肝抗原もHBs抗原も共に｝三poproteinの性
格を有しており，virus増殖あるいはHB抗原生成過程に
おいて何らかの修飾が起こることは推測し得るが，今回の
研究方法においてはそれらの間の共通抗原性については論
及し得ない．しかし著者はHBs抗原，あるいはそれによ
る修飾肝細胞膜に対する細胞性免疫が成立して，それが正
常ヒト肝抗原や和国を越えたラット肝抗原との間に交叉反
応性を示して細胞性免疫応答の上でとらえられるものと考
えたい．
5結　　論
　Meyer　zum　B廿schenfelde　and　Miescherに準じてヒ
トおよびラット肝より肝抗原を作製しその性状と抗原性に
基礎的検討を加えた上で，これを臨床的に応用して各種肝
疾患において白血球遊走阻止試験（LMT）を実施し，肝抗
原に対する細胞性免疫応答を調べて病態との関係を明らか
にしょうと試みた．またHBs抗原に対するLMTを試
み，それらの関連性を検討して次の成績を得た．
　5・1得られたヒトおよびラット肝抗原はゲル電気泳動
上分子量50万以上の数種の成分を含みcholesterol／phos－
phQlipid比よりhigh　density　lipQproteinに類似する
ものと考える．なお極めて微量の血清蛋白成分の混入を認
めた．
　5・2　ウサギ抗ラット肝抗原血清を作り免疫化学的に分
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析すると，ラット肝抗原の主成分は腎と部分的共通抗原性
を有する肝に特徴的な抗原と，腎，筋肉など諸種組織と共
通の抗原成分を少量に含むことを認めた．またラット肝抗
原はヒト肝抗原と交叉反応性があり，種切特異性は認めら
れないと推測された．
　5・3　ヒトおよびラット肝抗原を用いてLMTを行うと，
いずれの場合にもCAHにおいて最も陽性率が高く，それ
ぞれ53．3傷および48，0傷であった．またMIの平均値を
比較しても，CAHにおいて有意の低下を示した．また同
時に両抗原によるLMTを施行すると，両者によるMIの
間には有意の相関性（r＝0．69，p〈0．005）が認められ，ラッ
ト肝抗原をヒト肝抗原の代りにLMTに用い得ることを明
らかにした．
　5・4LMTの成績と諸種肝機能検査および血清反応因
子との関係を調べて，LMTは肝炎の慢性化における免疫
学的指標の1つとして有意義であることを認めた．
　5・5対象全体を通じて血中HBs抗原およびHBe抗原
陽性群ではそれらの陰性群に比較して有意に肝抗原LMT
陽性頻度が高いが，CAHでは血中HBsおよびHBe抗原
の存否にかかわらず，肝抗原LMTの陽性率が高かった．
　5・6不活化HBs抗原：を用いてLMTを試みラット肝
抗原LMTとの間を比較すると，両反応のMI間には有
意の相関（r＝0．66，pく0．00！）がみられた．
　以上よりHB　virusにより惹起される免疫反応過程と
肝抗原に対する免疫応答の間には平行性がみられ，両老の
間には何らかの関連性があるものと推測した，
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